
骨髓间充质干细胞对烟雾吸人性损伤兔

早期炎症因子分泌的影响

陈雯朱峰郭光华詹剑华

【摘要】目的探讨骨髓问充质干细胞(MSCs)对烟雾吸人性损伤早期外周血及肺组织中肿瘤坏死因

子一a(TNF-a)、白细胞介素(IL-1p、IL一6、IL一10)分泌的影响。方法全骨髓培养法体外培养兔MSCs，用流式细

胞术鉴定。将56只健康新西兰大耳白兔按随机数字表法分为正常对照组(C组，n=8)、烟雾吸入性损伤组

(S组，一=24)、烟雾吸入性损伤+MSCs移植组(M组，粗=24)，后两组再分为伤后2、4、6 h亚组，每组8只。采

用酶联免疫吸附法(ELISA)检测血浆及肺组织匀浆液中促炎因子TNF—a、IL—lp、IL一6及抗炎因子IL一10的含

量。结果与C组比较，S组各时间点血浆促炎、抗炎因子均显著升高l各时间点肺组织促炎因子显著升高，抗

炎因子无明显变化．与S组比较，M组各时间点血浆促炎因子显著下降，抗炎因子显著升高(6 h时TNF一口

(pg／L)11．7士1．7比4．1士1．6，IL—lp(ng／L)19．9士1．7比21．2士2．6，IL一6(pg／L)11．0士0．3比1．3士0．2，

IL-10(ng／L)。15．2士4．4比7．9士3．5，均P<0．05]，各时间点肺组织促炎因子显著降低，而抗炎因子仅在

4 h、6 h显著升高C6 h时TNF-a(ng／L)1503．0士156．4比587．7士171．2，IL—lp(ng／L)10．4士0．2比0．6士

0．2，IL-6(ng／L)1155．2士13．7比350．2士20．3，IL一10(ng／L)123．3士5．4比11．0士5．6，均P<0．05]。结论

MSCs移植能降低烟雾吸入性损伤早期促炎因子水平，升高抗炎因子水平，改善全身炎症反应，对烟雾吸入性

损伤肺组织具有一定的保护作用。

【关■词】骨髓间充质干细胞I移植I肺损伤I 炎症因子I免疫调节

Efleet of bone msFrow mesenchymal stem cells engraftment on secretion of innrotatory cytokine in the

early stage,of smoke inhalation injury in rabbits CHEN Wen，zHU Feng，GU0 Guang-hua，zHAN

Jian—hua．Department of Burn，the First Affiliated Hospital of Nanchang University．Nanchang 330006，

Jiangxi，China

Corresponding author,6Id0 Guang—hua，Entaill guogh2000@hotmail．colin

[Abstract]Objective To explore the effect of bone marrow mesenchymal stem cells(MSCs)engraft-

ment on secretion of tumor necrosis factor一口(TNF—n)，interleukins(IL一1B，IL一6，IL一10)in peripheral blood

and lung homogenates in the early stages of smoke inhalation injury．Methods MSCs were proliferated by

the method of whole marrow culture and identified by flow cytometry．Fifty—six healthy New Zealand rabbits

were randomly divided into control group(C group，^=8)，smoke inhalation injury group(S group，霄=24)
and smoke inhalation injury+MSCs engraftment group(M group，n=24)．Tk latter two groups were

subdivided into 2，4，6 hours after injury subgroups，with 8 rabbits in each group．The levels of TNF-a，

IL—-Ip,IL·-6 and IL-IO in peripheral blood and lung homogenates were measured by enzyme-linked

immunosorbent assay(ELISA)．Results Compared with C group·concent of pro-inflammatory and

anti—inflammatory cytokines in peripheraI blood at each time point in S group were increased significantly．

The concent of pro-inflammatory cytokines in lung homogenate at each time point in Sgroup was significantly

higher than those in C group，and that of anti-inflammatory cytokines showed no significant changes．

Compared with the S group，concent of pro-inflammatory cytokines in peripheral blood in M group was

decreased significantly．and that of anti-inflammatory cytokines was increased significantly C6 hours TNF—a

(熠／L)I 1．7士1．7 vs．4．1士1．6，lL一1p(ng／L)l 9．9士1。7 va．21．2士2．6，IL一6(／49／L)l 1．0士O．3 vs．

1．3士0．2，IL-IO(ng／L)l 15．2士4．4 vs．7．9士3．5，all P<0．05)．Concent of pro．inflammatory cytokines at

each time point in M group was decreased significantly when compared with S group in lung homogenate，

while only anti-inflammatory cytokine at 4 hours and 6 hours was increased significantly C6 hours TNF一口

(ng／L)l 503．O士156．4 vs．587．7士171．2，IL-lp(ng／L)1 0．4士O．2 vs．0．6士O．2。IL一6(ng／L)l 155．2士

13．7 vs．350．2士20．3，IL一10(ng／L)l 23．3士5．4 va．11．O士5．6，alJ P<0．05)．Conclusion MSCs

engraftment could decrease pro-inflammatory cytokines and increase anti-inflammatory cytokines in the early

stages of smoke inhalation injury，thus ameliorates inflammatory response，which comers protective effect on

smoke inhalation injury．
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烟雾吸人性损伤的实质是急性肺损伤(ALl)，

其进一步发展即为急性呼吸窘迫综合征(ARDS)，

为烧伤死亡的主要原因之一。目前认为烟雾吸人性

损伤机制是一种肺内过度性失控性炎症反应，而骨

髓间充质干细胞(MSCs)证实其具有抗炎一免疫调节

特性[1]。本研究中通过探讨MSCs移植对烟雾吸人

性损伤早期兔外周血和肺组织中促炎因子肿瘤坏死

因子一a(TNF—a)、白细胞介素(IL一113、IL一6)及抗炎因

子IL一10分泌的影响，为深入认识MSCs对烟雾吸

人性损伤抗炎一免疫调节作用的机制以及未来临床

应用干细胞移植治疗吸人性损伤提供实验依据。

1材料与方法

1．1动物及主要试剂：体重(3．88士0．55)kg健康

新西兰大耳白兔56只，雌雄不拘，由南昌大学医学

院实验动物中心提供，动物合格证号：赣动96021。

控烟、控时烟雾吸人性损伤致伤仪由南昌大学烧伤

研究所自制；兔TNF—a、IL一113、IL一6、IL一10定量酶联

免疫吸附法(ELISA)检测试剂盒(上海森雄科技实

业有限公司)，Model 680酶标仪(美国BIO—RAD公

司)，流式细胞仪(美国BD公司)，DMEM—F12液体

培养基、胎牛血清(FBS，美国Hyclone公司)，0．25％

含1。1乙二胺四乙酸(EDTA)的胰蛋白酶(北京

Solarbio公司)等。

1．2兔MSCs的分离、培养及鉴定：参考文献[2]，

通过形态学观察及流式细胞术检测细胞特异性抗原

以鉴定所培养细胞是否为MScs。

1．3动物模型制备：使用自行研制的全自动烟雾致

伤控制仪建立兔烟雾吸人性损伤模型，根据临床表

现、病理、血气进行模型鉴定b]。

1．4动物分组及实验实施：健康成年家兔按随机

数字表法分为3组。正常对照组(C组，8只)：经耳

缘静脉注入10 ml磷酸盐缓冲液(PBS)；烟雾吸入

性损伤组(S组，24只)：伤后立即经耳缘静脉注入

10 ml PBS；烟雾吸人性损伤+MSCs移植组(M组，

24只)：伤后立即经耳缘静脉注入10 ml含有第3代

MSCs(1×107个／m1)的PBS；后两组又分为制模后

2、4和6 h亚组，每组8只。

1．5检测指标及方法：于相应时间点经耳缘静脉采

血离心，取血浆--80℃冻存备检；同时开胸取双肺，

分离左肺制备组织匀浆备检。分别采用ELISA测定

外周血及肺组织匀浆液中TNF—a、IL一16、IL一6及

IL一10含量，操作按试剂盒说明书要求进行。

1．6统计学方法：使用SPSS 15．0统计软件进行分

析，实验数据结果以均数士标准差(z土s)表示。不同

时间点的比较采用单因素方差分析，各组间比较采

用独立样本t检验，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 MSCs的鉴定：采用全骨髓培养法原代培养

MSCs，可以观察到细胞贴壁生长，数量较多，为梭

形，局部呈多个散在分布的细胞集落。传代后细胞迅

速扩增，呈均匀长梭形，紧密排列，类似旋涡状。采用

流式细胞仪检测显示：CD34(一)、CD45(一)、CD44

(+)、CDl05(+)，说明该细胞为MSCs(图1)。

CD34 PE CD45 PE

注：MSCs：骨囊间充质干细胞，PE；藻红蛋白

圈1漉式细胞术检测兔MSCa结果

2．2血浆促炎因子TNF—a、IL一113、IL一6及抗炎因

子IL一10含量变化(表1)：烟雾吸人性损伤后S组

2,4、6 h血浆TNF—a、IL-113、IL一6、IL一10均迅速增

表1 MSCs对烟雾吸人性损伤兔伤后不同时间点血浆及肺组织匀浆中TNF—a、几一1p、IL一6及IL一10的影响(；士5)

注；MSCat骨■问充质干细囊，TNF-a z肿瘤坏死因子q，IL-lfl：白缉囊介素一1p。1L一6：白细囊介素一6，IL一10：白细囊介素一10Ic组：正常对照

组。S组：烟雾唆人性损伤组。M组：烟雾嗳人性损伤+MSCs移植组I与C组比较．。P<O．05,与S组同期比较，‘P<O．05
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加，并显著高于C组(均P<O．05)。与S组比较，M

组2、4、6 h斑浆TNF—a、IL一1p、IL一6均显著降低，

IL一10含量显著升高(均P<0．05)，其中各时间点

血浆IL一1p及IL一6含量与C组．比较无差异，而血浆

TNF—a、IL一10含量仍高于C组(均P<O．05)。S组、

M组组内比较差异均无统计学意义。

2．3肺组织促炎因子TNF—a、IL一1p、IL-6及抗炎

因子IL一10含量变化(表1)lS组致伤后2、4、6 h肺

组织中TNF—a、IL—lp、IL一6含量均较C组显著升高

(均P<0．05)，而IL-10含量较C组无差异(均P>

0．05)。M组致伤后2、4、6 h肺组织TNF—a、IL—lp、

IL一6含量均较S组显著降低，而致伤后4 h和6 h

时IL一10含量较S组显著升高(均P<0．05)；其中

肺组织IL一1p含量与C组比较无显著差异(均P>

0．05)，TNF—a和IL一6含量仍较C组显著升高，而

IL一10含量在4 h和6 h才显著升高(均P<o．05)。

S组、M组组内比较差异均无统计学意义。

3讨论

目前，对ALI／ARDS仍无特异性治疗措施以改

善其预后。除了加快受损肺组织的修复过程外，减少

炎症反应被认为可能是改善其预后的另外一个重要

方向[‘]。大量的实验都证明MSCs具有诱导免疫耐

受和免疫抑制的特性，近几年在肺损伤模型中发现，

MSCs能够在ALl时下调促炎症细胞因子的同时

上调抗炎症细胞因子，并减轻肺水肿，从而对ALI／

ARDS起到一定的治疗作用[5-9J。

本研究结果显示，烟雾吸人性损伤模型兔外周

血及肺组织促炎因子TNF—a、IL—lp及IL一6均较正

常对照组显著升高，尤其是炎症反应的启动因子

TNF—a急剧升高并维持于较高水平，而抗炎因子

IL一10产生则相对缓慢甚至减少，在血浆中6 h才达

高峰。而肺组织中6 h甚至低于正常对照组。说明在

烟雾吸人性损伤过程中，肺局部相继发生促炎症反

应及抗炎症反应，ALI早期存在促炎反应／抗炎反应

失衡，抗炎症反应的出现可能稍迟于促炎症反应，这

与国内李洪霞等Do]的实验结果吻合。从本实验结果

还可以看到，静脉注射MSCs后烟雾吸人性损伤兔

的主要促炎因子水平下降，有的甚至接近于正常水

平，而抗炎因子水平显著升高，拈抗或抑制炎症反应

的发生和扩大。这些促炎因子的降低及抗炎因子的

升高有利于防止炎症的过度对肺组织的损害，利于

重建促炎反应／抗炎反应的平衡。提示MSCs对烟雾

吸人性损伤早期各种炎症因子分泌有干预作用，进

而对损伤肺组织起到保护作用。 ·

·23·

MSCs能减轻炎症反应，考虑与免疫调节有关，

但其机制尚不清楚，可能与以下因素有关：①MSCs

表面具有独特的受体，其细胞能表达多种表面抗原

及分泌细胞黏附分子，通过介导白细胞、淋巴细胞与

炎症部位的黏附作用，从而可能抑制髓过氧化物酶、

阻止细胞间黏附分子一1表达上调，降低炎症反应程

度[11]。②MSCs能抑制免疫细胞增殖、活化、因子的

分泌以及诱导T淋巴细胞的凋亡，诱导免疫偏离使

原始辅助性T淋巴细胞(TH0)向TH2细胞分化，

增加具有免疫抑制功能的调节性T淋巴细胞亚群。

③MSC8通过分泌可溶性免疫调节因子如转化生长

因子一B1、肝细胞生长因子等对淋巴细胞增殖起抑制

作用[1’-]。

总之，在烟雾吸人性损伤过程中，MSCs的独特

表面抗原能阻止炎症发展，增强抗炎能力，协调肺脏

局部促炎与抗炎反应相互作用的平衡，使机体内环

境保持稳定，减轻组织损伤程度，进而有可能抑制后

期的肺纤维化，乃至改善烟雾吸人性损伤的预后。
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